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锁核酸修饰探针熔解曲线分析在 Kras 基因突变检测中的
应用 1 
倪润芳 1，黄秋英 1，钱思雨 1，李腾文 2，苏国强 2，李庆阁 1  
（1. 厦门大学生命科学学院，分子诊断教育部工程中心，福建  厦门  361102； 
2. 厦门大学附属第一医院胃肠外三科，福建  厦门  361005） 
通信作者   qgli@xmu.edu.cn（李庆阁）；suguoqiang66@163.com（苏国强）  
摘要  以探针熔解曲线技术为平台，结合锁核酸（LNA）修饰探针建立熔解曲线分析（MCA）体系（MCA-LNA 体
系），实现一管同时检测 Kras 基因中 7 个热点突变，并通过对探针的改良达到富集突变型的效果，使其分析灵敏度
得到明显提升，达 0.05%~0.5%。利用 MCA-LNA 体系对 72 份临床结直肠癌标本进行 KRAS 突变检测，共检出 24 份
阳性标本，与普通探针熔解曲线技术相比多检出 5 份突变阳性标本，经扩增阻碍突变系统（ARMS）方法验证为突变
型。由上述结果可见 MCA-LNA 体系能显著提高检测限和阳性标本检出率，更有利于基因筛查和指导靶向治疗。  
关键词  熔解曲线分析；Kras突变；锁核酸  
中图分类号  Q-331  文献标志码  A  DOI: 10.6043/j.issn.0438-0479.201905011 
Application of melting curve analysis using locked nucleic acid-modified probe in 
detection of Kras gene mutations 
NI Runfang1 , HUANG Qiuying 1 , QIAN Siyu1 , LI Tengwen2 , SU Guoqiang2, LI Qingge1 
(1. School of Life Sciences, Engineering Research Centre of Molecular Diagnostics, Ministry of Education, Xiamen University, Xiamen 361102, 
China; 2. Department of Gastrointestinal Surgery, the First Affiliated Hospital of Xiamen University, Xiamen 361005, China) 
Abstract  We established a melting curve analysis (MCA) using locked nucleic acid (LNA)-modified probe, the system was 
referred to as MCA-LNA assay. This approach could detect seven Kras hot spot mutations simultaneously in a single PCR 
reaction. Owing to the LNA probe, the selectivity reached up to 0.05% to 0.5%, which was a significant improvement in 
comparison with non-modified probe (5% to 10%). When tested with clinical CRC specimens, Kras mutations were detected 
in 24 of total 72 patients using MCA-LNA. Five more Kras mutant positive samples were identified compared to MCA assay 
with non-modified probe, and all the five samples were further confirmed by ARMS PCR. Therefore, MCA-LNA improved 
the limit of detection and provided an accurate genetic screening for targeted therapy.  
Key words  melting curve analysis; Kras mutation; locked nucleic acid 
近年来，对化疗无效的结直肠癌患者的治疗研究中，表皮生长因子受体（epidermal growth factor 
receptor，EGFR）靶向药物取得了重大的进展，显著改善了转移性结直肠癌患者的存活率 [1]。结直肠
癌患者 Kras 突变率为 35%~40%[2]，其中 90%的突变发生在外显子 2 的密码子 12 和 13 上[3]（在密码
子 12 上的发生频率为 70%，密码子 13 上的发生频率为 30%），极少的比例发生在密码子 61 和 63
上。美国综合癌症网络（National Comprehensive Cancer Network，NCCN）将 Kras 突变检测列入结直
肠癌患者常规检测项目，并且明确指出必须进行密码子 12 和 13 上突变的检测。Kras 外显子 2 密码子
12 和 13 上常见 7 种热点突变及发生频率见表 1。结直肠癌患者发生任何一种上述类型的 Kras 突变均
表现为对 EGFR 靶向药物的耐药[4]，因此，准确检测 Kras 突变有十分重要的临床意义。 
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表1 Kras常见7种突变类型及发生频率 
Tab.1 Details of seven common somatic mutations in Kras 
碱基 密码子 氨基酸 突变频率*/% 
c.35G>T c 12GGT>GTT p.Gly12Val 23.3 
c.35G>A c 12GGT>GAT p.Gly12Asp 34.0 
c.35G>C c 12GGT>GCT p.Gly12Ala 5.4 
c.34G>T c 12GGT>TGT p.Gly12Cys 11.6 
c.34G>A c 12GGT>AGT p.Gly12Ser 4.5 
c.34G>C c 12GGT>CGT p.Gly12Arg 3.3 
c.38G>A c 13GGC>GAC p.Gly13Asp 12.6 
注：*来自于 Cosmic 数据库。 
肿瘤基因突变为发生在实体瘤中的体细胞突变，表现为混杂有大量野生型基因组的低含量突变，
故称为稀有突变。近年来，利用外周血循环肿瘤 DNA（ctDNA）[5-7] 进行肿瘤稀有突变无创检测成为
热点，而 ctDNA 中突变比例更低，一般低于 0.5%[8]。因此，稀有突变检测方法的灵敏度必须得到很
大的提高，稀有突变检测技术的研发意义重大。 
目前，有多种针对 Kras 突变的检测方法，主要包括等位基因特异性 PCR（AS-PCR）、扩增阻碍
突变系统（ARMS）、高分辨率熔解分析（HRM）、COLD-PCR、下一代测序技术（NGS）、
BEAMing 和数字 PCR（dPCR）等。但是这些方法多数因为分析灵敏度性有限（1%~5%），难以检测
低丰度 Kras 突变[9]。虽然 BEAMing[10]和 dPCR[11]方法的分析灵敏度较高，可以达到 0.1％左右，但是
因为这些方法操作繁琐且检测成本较高，在临床上的应用有限。基于以上研究现状，临床上迫切需要
更加简便价廉、灵敏度高的检测方法，用于检测低丰度的 Kras 突变。 
探针熔解曲线分析是 PCR 后产物分析技术，利用探针与不同的靶序列杂交后形成的双链 DNA 熔
点的差异来区分不同的靶序列，方法简便快捷，闭管操作防止样本交叉污染，但是其灵敏度一般在
5%~10%。近年来，有多种 DNA 和 RNA 的类似物用于科学研究，其中锁核酸（locked nucleic acid，
LNA）的应用引起了广泛的关注。LNA 是一种核苷酸衍生物[12]，和普通核苷酸分子区别在于其碳环
的 2′氧原子和 4′碳原子位置引入亚甲基桥形成锁状结构，故被称作锁核酸。LNA 与 DNA/RNA 结合
时遵循 Watson-Crick 碱基互补配对原则，且 LNA 的杂交亲和性远高于相应 DNA/DNA 或
RNA/RNA[13]。据 Wahlestedt 等[14]报道，因为 LNA 和 DNA 的结合导致构象发生一定程度的改变，含
有 LNA 碱基的寡核苷酸更能耐受核酸酶的作用，不易被降解。LNA 不仅与 DNA 高度亲和，同时对
碱基错配的敏感性高，可以显著增大完全匹配双链与碱基错配双链间的热稳定性差异，适合用于点突
变检测。 
本文报道了一种 Kras 突变富集检测的方法，使用 LNA 修饰探针和熔解曲线分析技术，旨在建立
一种简便快捷的、高灵敏度的突变检测方法，用于指导肿瘤患者个体化用药，推进分子诊断技术在精
准医疗等方面的临床应用。 
1 材料与方法 
1.1 材  
1.1.1细胞系与临床结直肠癌标本 
293T 细胞系不含有 Kras 突变，作为野生型基因组标准品。采用 DNeasy Blood & Tissue Kit
（Qiagen，德国）试剂盒进行提取。 
结直肠癌标本为冰冻组织标本，由厦门大学附属中山医院提供。冰冻组织标本经手术切除后立即
被分装成小块保存在液氮或-80 ℃冰箱中，提取前切取米粒大小的组织，使用 TIANamp 组织/细胞/血
液全基因组 DNA 提取试剂盒（天根生物有限公司，北京）提取。 
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以上提取好的 DNA 用 NanoDrop Spectrophotometer ND-1000（Nanodrop，美国）测定吸光值，检
测提取质量和浓度，剩余样本置于-20 ℃冰箱保存备用。 
1.1.2 突变型质粒 
使用重叠延伸法构建突变型质粒，包括密码子 12 上的 G12S、G12C、G12R、G12D、G12V、
G12A 突变以及密码子 13 上的 G13D 突变。质粒提取使用 Omega 小量质粒提取试剂盒（Omega，美
国），提取质粒后使用 BamH I 酶（TaKaRa，大连）酶切，经琼脂糖凝胶电泳切胶获得对应长度的目
的片段，胶回收纯化得到线性质粒，用 ND-1000（Nanodrop，美国）全波长紫外/可见光扫描分光光
度计测量质粒 DNA 的浓度，根据浓度及质粒片段大小计算出对应拷贝数，梯度稀释后置于-20 ℃冰
箱保存备用。 
1.1.3引物和探针 
通过 NCBI 数据库查询公布的 Kras 序列，查找到相关序列并标出单核苷酸多态性（ single 
nucleotide polymorphism，SNP），在后续的引物和探针设计过程中保证引物探针位置未覆盖 SNP，以
免影响扩增效率或杂交效率。 
Kras 外显子 2 上的 7 个突变集中在密码子 12 和 13 上，设计一条探针即可覆盖所检测的 7 种突变
类型，为了增强探针对野生型和突变型的区分度，依据反义序列设计探针，使探针与野生型完全匹
配。使用 Tm Utility 1.3 软件预测探针与野生型和突变型杂交双链的 Tm，保证两者间∆Tm 大于 5 ℃。
使用在线软件 The Mfold Web Server（http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/dna-form1.cgi）进行二级结构
分析，保证设计的改良分子信标仅存在一种稳定的颈环结构，分析条件为 Na+浓度 50 mmol/L、Mg2+
浓度 3.0 mmol/L，折叠温度 55 ℃。未修饰的探针设计完成之后，结合 Kras 突变特点进行 LNA 修
饰，7 个热点突变发生在密码子 12 和 13 的三个碱基 G 上，对发生突变的三个位点的核苷酸进行
LNA 修饰。通过在线软件 LNA TM Oligo Tools（https://www.exiqon.com/oligo-tools）对修饰 LNA 后
的探针 Tm值进行预测。 
探针设计完成后，在探针两侧设计引物，引物的设计使用 Primer Premier 5.0、Oligo 6.0 和 Tm 
Utility v1.3 软件。将设计好的引物和探针均通过 BLAST（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）进行
同源性比对，保证其扩增和检测的特异性。引物和探针均由上海生物工程有限公司合成，相应序列见
表 2。 
表2 MCA-LNA体系所用引物和探针序列 
Tab.2 Primers and probes in MCA-LNA assay 
名称 核苷酸序列（5′→3′） 
Kras-F ATTATAAGGCCTGCTGAAAATGAC 
Kras-R GCACCAGTAATATGCATATTAAAAC 
Kras- LNA-P ROX-GGTAGACG+CCA+C+CAGCTCCAACTACC-BHQ2 
注：“+”后面的碱基表示其被相应的 LNA 替代。 
1.2 方 法 
1.2.1 人工合成靶序列熔解曲线分析考察探针检测突变的能力 
人工合成的靶序列是一段与探针互补的寡核苷酸，比探针长约 4~8 bp，用于考察探针的区分能力
和评价 LNA 修饰对探针 Tm值和△Tm的影响。 
探针与人工合成靶序列的熔解曲线分析体系为：25 μL 反应体系中含有 1×PCR 缓冲液，0.2 
μmol/L 探针，0.4 μmol/L 的靶序列或无菌水（阴性对照）。熔解曲线分析程序为：95 ℃变性 1 min，
35 ℃保温 5 min，随后按照 0.2 ℃ /step 的升温速率从 40 ℃递增至 95 ℃，升温过程中采集 ROX 通
道的荧光信号。实验在 LightCycler 480 实时荧光 PCR 仪（Roche，瑞士）上进行。 
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表3 人工合成的靶序列 
Tab.3 Target sequences used in this study 
名称 核苷酸序列（5′→3′） 
T-WT AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G12S AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTAGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G12C AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTTGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G12R AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTCGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G12D AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGATGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G12V AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGTTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G12A AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGCTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
T-G13D AAACTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGACGTAGGCAAGAGTGCCTTGAC 
注：下划线标记位置为点突变位置。 
1.2.2 MCA-LNA体系建立 
MCA-LNA 体系组成为：反应总体积为 25 μL，包括 1×PCR 缓冲液，5 mmol/L MgCl2，0.2 
mmol/L dNTPs，0.5 U TaqHS（TaKaRa，大连），0.4 μmol/L 上游引物，0.04 μmol/L 下游引物，0.2 
μmol/L 探针，5 μL DNA 模板。 
PCR 反应程序为：95 ℃预变性 3 min，循环周期为 95 ℃ 20 s，58 ℃ 20 s，78 ℃ 10 s，共 60
个循环。PCR 反应结束后，进行探针熔解曲线分析，分析程序为：95 ℃变性 1 min，35 ℃保温 5 
min，随后按 0.2 ℃/step 的升温速率从 45 ℃递增至 95 ℃，升温过程中采集 ROX 通道的荧光信号。
实验在 LightCycler 480 实时荧光 PCR 仪（Roche，瑞士）上进行。 
1.2.3分析灵敏度考察 
灵敏度为在一定量的野生型背景下能够检测到的突变模板含量。通过突变型线性质粒 DNA 混合
野生型细胞系基因组 DNA 形成不同突变比例的混合模板，我们考察了 MCA-LNA 体系的分析灵敏
度。由于 3.3 pg 人类基因组 DNA 相当于 1 拷贝[15]，即 100 ng 相当于 30 000 拷贝。在考察灵敏度
时，使用浓度为 6×103拷贝/μL 的突变型质粒 DNA 和相同浓度的野生型基因组 DNA 进行混合，形成
一系列不同比例的混合样品，所含的突变型比例分别为 50%，10%，5%，1%，0.5%，0.1%和
0.05%。 
1.2.4结直肠癌临床标本的检测 
通过对 72 份结直肠癌临床冰冻组织标本的检测，我们考察了 MCA-LNA 体系的准确性和临床适
用性。同时采用 MCA 体系、直接测序和本实验室前期建立的 ARMS 方法[16]作为对照方法对临床标本
的检测结果进行验证。 
2 结果与分析 
2.1 MCA-LNA体系检测原理 
探针熔解曲线技术，即 MCA 技术，其检测突变的原理是在 PCR 反应结束后进行探针熔解曲线分
析。当探针设计与野生型序列完全匹配时，探针与野生型扩增子形成完全匹配且稳定的双链产物，熔
解曲线分析后产生 Tm 值较高的熔解峰；而探针与突变型扩增子会产生单碱基错配，形成稳定性较差
的双链产物，熔解曲线分析后产生 Tm值较低的熔解峰。对于 MCA-LNA 检测体系，采用 LNA 修饰探
针进行熔解曲线分析。与 MCA 体系检测原理类似，由于完全匹配的 DNA-LNA 双链稳定性显著高于
DNA-DNA 双链，因此探针与野生型模板形成稳定的双链结构，在延伸阶段也可以稳定的结合，导致
引物难以延伸，从而起到抑制野生型模板扩增的作用；而探针与突变型模板间有单碱基突变，相对于
DNA-DNA 双链，DNA-LNA 双链存在错配会更大程度地降低双链稳定性，在延伸阶段探针可以解
链，使得突变型模板的扩增不受影响，以此达到富集突变型模板的目的。  
2.2靶序列熔解曲线分析考察 
靶序列的熔解曲线结果如图 1(a)和(b)所示：探针与野生型模板完全匹配，产生双链产物的 Tm 值
最高；探针与 7 个突变型模板均有一个碱基错配，产生双链产物的 Tm值较低，探针在修饰 LNA 前后
均可达到区分野生型和突变型的目的。将其 Tm值统计后见图 2(c)，可发现探针修饰 LNA 后，对 7 种
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突变型和野生型模板的 Tm 值都得到显著的提升，其 Tm 提升在 7~10 ℃。由此可见 LNA 修饰能提升
探针的结合能力。 
探针熔解曲线的区分能力取决于野生型与突变型的 Tm 值差值，即∆Tm。如图 1(d)所示，对比
LNA 修饰探针与未修饰的普通探针的△Tm值，发现 LNA 修饰后探针的△Tm提高约 1~4 ℃。由此可见
LNA 修饰能提升探针的区分能力。 
 
（a）和（b）图分别为 MCA-LNA 和 MCA 体系的探针与靶序列熔解曲线的结果；（c）不同突变类型的 Tm值对比；（d）不同突变
类型与野生型之间的△Tm值对比。 
图 1 靶序列熔解曲线分析 
Fig.1 Melting curve analysis of target sequence 
2.3分析灵敏度的考察 
灵敏度为在一定量的野生型背景下能够检测到的突变模板的百分比含量。在临床标本检测中，标
本中突变含量不一且往往较低，因此灵敏度的考察可以评估体系用于实际标本检测时的情况。MCA-
LNA 体系灵敏度考察结果如图 2 所示，灵敏度标准品由于混有野生和突变两种模板，因此会有两个
Tm 值不同的熔解峰。灵敏度以突变型峰形的有无为判读依据，MCA-LNA 体系的分析灵敏度可达到
0.05%~0.5%。由此可见 LNA 修饰探针能显著提高体系的检测灵敏度，更适用于肿瘤稀有突变的检
测。 
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图 2 MCA-LNA 体系分析灵敏度 
Fig.2 Analytical sensitivity of MCA-LNA assay 
2.4 结直肠癌冰冻组织标本检测 
MCA-LNA 体系检测结直肠癌标本的结果显示（典型结果见图 3），72 份标本中检测出 24 份阳
性，突变率为 33.3%，与相关文献报道的突变频率相一致 [17, 18]。标本的检测结果见表 4，直接测序
时，由于测序的灵敏度只能达到 15%~20%，检测标本时容易造成假阴性，24 份阳性标本中测序仅检
测到 15 份突变阳性；MCA 体系检测时，相比 MCA-LNA 体系少检出 5 份阳性标本，其余检测结果完
全一致； ARMS 方法检测时，检测到 26 份突变阳性标本，其中比 MCA-LNA 体系多检出 2 份 G12V
阳性标本（10 号和 18 号），分析其检测结果不一致的原因为，ARMS 方法对该位点的检测灵敏度
（0.01%）略高于 MCA-LNA 体系中该位点的灵敏度（0.05%），所以当样本中突变含量在 0.05%以下
时，MCA-LNA 在该位点可能存在突变标本漏检的情况。以上结果说明突变阳性率与分析灵敏度的高
低有关，MCA-LNA 体系的探针经 LNA 修饰后提升了检测的灵敏度，提高了突变阳性标本的检出
率。 
 
（a）MCA-LNA 体系；（b）MCA 体系；（c）测序。NTC. 无模板对照；WT. 野生型对照。 
图 3 标本典型检测结果 
Fig.3 Typical detection results of clinical samples 
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表4 不同方法的样本检测结果 
Tab.4 Results of sample detection by different methods 
样本编号 MCA-LNA 体系 MCA 体系 ARMS 方法 测序 样本编号 MCA-LNA 体系 MCA 体系 ARMS 方法 测序 
1 WT WT WT WT 37 WT WT WT WT 
2 WT WT WT WT 38 MUT MUT G12D G12D 
3 WT WT WT WT 39 MUT MUT G12S G12S 
4 WT WT WT WT 40 WT WT WT WT 
5 WT WT WT WT 41 WT WT WT WT 
6 MUT MUT G12D WT 42 WT WT WT WT 
7 MUT MUT G13D G13D 43 WT WT WT WT 
8 WT WT WT WT 44 MUT WT G12A WT 
9 WT WT WT WT 45 WT WT WT WT 
10 WT WT G12V WT 46 MUT WT G12V WT 
11 MUT WT G12D WT 47 WT WT WT WT 
12 WT WT WT WT 48 WT WT WT WT 
13 WT WT WT WT 49 WT WT WT WT 
14 MUT MUT G12V G12V 50 WT WT WT WT 
15 MUT MUT G12D G12D 51 MUT MUT G12V G12V 
16 WT WT WT WT 52 WT WT WT WT 
17 MUT MUT G12D WT 53 WT WT WT WT 
18 WT WT G12V WT 54 WT WT WT WT 
19 WT WT WT WT 55 MUT MUT G12D G12D 
20 WT WT WT WT 56 WT WT WT WT 
21 WT WT WT WT 57 WT WT WT WT 
22 MUT MUT G13D G13D 58 WT WT WT WT 
23 WT WT WT WT 59 WT WT WT WT 
24 MUT MUT G13D G13D 60 WT WT WT WT 
25 MUT MUT G12V WT 61 WT WT WT WT 
26 WT WT WT WT 62 MUT MUT G12V WT 
27 WT WT WT WT 63 MUT MUT G13D G13D 
28 MUT MUT G12D G12D 64 WT WT WT WT 
29 WT WT WT WT 65 MUT MUT G12V G12V 
30 WT WT WT WT 66 MUT MUT G13D G13D 
31 WT WT WT WT 67 WT WT WT WT 
32 WT WT WT WT 68 MUT MUT G12V G12V 
33 MUT MUT G12C G12C 69 WT WT WT WT 
34 WT WT WT WT 70 WT WT WT WT 
35 MUT WT G12D WT 71 WT WT WT WT 
36 WT WT WT WT 72 MUT WT G12D WT 
注：WT. 野生型；MUT. 突变型。 
3 结 论 
Kras 突变检测对结直肠癌患者的个体化治疗起到非常重要的作用。由于 Kras 突变属于实体瘤中
体细胞的稀有突变，对现有检测方法造成了技术瓶颈，这就要求稀有突变检测的灵敏度必须得到很大
程度的提升，避免检测结果出现假阴性，使稀有突变的检出率大大增高。目前数字 PCR 在稀有突变
检测中有较高的灵敏度，但是该方法操作繁琐，仪器和试剂成本都较高，在临床检测中难以推广。众
多市售的试剂盒普遍使用 ARMS 方法，该方法的反应管数较多，检测所需样本量较大，不适合液体
活检等低浓度样本的检测。 
LNA 对 DNA 的亲和性高且区分度良好，在 PCR 反应过程不会被 DNA 聚合酶的 5′→3′外切酶活
性所影响，可以富集突变型，提高体系的灵敏度。目前 LNA 技术已广泛使用于低丰度突变的检测
中，利用与野生型完全匹配的 LNA 修饰的寡核苷酸链作为阻抑子，阻碍野生型模板的扩增，实现对
突变型模板的富集。例如利用 LNA 技术对低丰度突变富集后测序[19,20]，富集后测序的灵敏度达到约
1%，其富集能力约 20 倍；利用 LNA 技术结合实时 PCR 检测[21,23]时，在 PCR 反应中同时加入 LNA
阻抑子和荧光检测探针，灵敏度约为 0.1%。本研究对探针熔解曲线技术中的荧光双标记自淬灭探针
进行 LNA 修饰，使探针同时作为阻抑子和检测探针，既在扩增阶段达到压制野生型和富集突变型的
目的，又在熔解曲线分析时作为检测探针对多种突变型与野生型进行区分，体系的灵敏度可达
0.05%~0.5%，与普通探针熔解曲线体系相比，LNA 修饰后体系的突变富集能力为 10~100 倍。 
本体系存在的缺点是无法区分 Kras 突变的类型，但 Kras 多种突变类型对 EGFR 靶向药物都是耐
药的，不能区分突变类型不会影响耐药情况的判断。近年来有研究显示，含有不同 Kras 突变的患者
可能会有不同的临床反应：患者若携带有 Kras G12D 突变，可能发生造血系统的转移[24]；患者发生
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Kras 密码子 13 的突变，同时 MACC1 基因高表达，生存期会减短[25]；患者若发生 G12C 或 G13D 突
变时，预后会变差[26]。这些研究说明，Kras 突变类型的区分也是有意义的，但是以上研究还未得到
普遍的认证。若检测中需要进行突变类型的确认，可将 MCA-LNA 体系的扩增产物测序验证，进行辅
助判读。 
综上，本研究以探针熔解曲线技术为基础平台，结合 LNA 修饰探针技术，建立了 MCA-LNA 体
系。与普通探针熔解曲线相比，通过探针的改良达到了富集突变型的效果，显著提高了灵敏度，实现
了一管反应中同时检测 Kras 密码子 12 和 13 的 7 个热点突变，此方法判读简单，检测成本较低，具
有良好的临床推广潜力。 
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